急性淋巴细胞白血病（ALL）是儿童血液肿瘤性疾病中发病率最高的恶性疾病。随着白血病危险度分层治疗的不断改进和完善，它的长期生存率有了很大的提高，从而成为可"治愈"的恶性疾病。国外发达国家，儿童ALL的长期生存率可达90%以上[@b1]--[@b4]。尽管大年龄儿童和青少年ALL患儿的生存率已显著提高[@b5]，但该组患儿的生存率明显低于低龄儿童。国内报道2005--2009年期间大年龄ALL患儿的生存率为60%\~64%[@b6]--[@b7]。因此探究大年龄儿童和青少年ALL的临床和分子学特征，寻找适合该年龄组患者的化疗方案，延长该年龄段患者的生存期对于提高儿童ALL总体预后具有重要价值。本研究集合上海市儿童医院、上海交通大学医学院附属上海儿童医学中心、安徽医科大学第二附属医院三家白血病诊治中心，组成多中心研究协作组，总结大年龄儿童和青少年ALL的临床特征和远期预后，同时分析ALL-2005和ALL-2009化疗方案的疗效差异。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：2005年5月l日至2015年4月30日10年间于本协作组成员单位诊断为新发ALL的患者纳入本研究。2009年4月30日之前收治的患者接受ALL-2005方案治疗，2009年5月1日至2015年4月30日收治的患者接受ALL-2009方案治疗。随访至2016年12月31日。排除标准：经外院短期治疗在本院已无法获得免疫学及分子生物学诊断所需的骨髓样本者；免疫分型为成熟B细胞型或双克隆型；诊断后放弃治疗的ALL患儿。共237例连续病例纳入统计学分析。

2．诊断：所有患儿治疗前均常规进行骨髓穿刺，经细胞形态学、免疫分型、染色体和融合基因（MICM）检查，按照文献[@b8]诊断标准确诊为ALL。采用流式细胞术进行免疫表型分析，G显带技术进行染色体核型分析，同时采用FISH/PCR方法检测MLL-AF4、TEL-AMLl、E2A-PBXl和BCR-ABL 4种融合基因。

3．临床危险度分组比较：采用本协作组制定的ALL-2005方案[@b9]和ALL-2009方案进行危险度分组和治疗。微量残留病（MRD）\<0.01%定义为阴性，≥0.01%定义为阳性。

ALL-2005方案危险度分组标准：低危组：①发病年龄1\~10岁，同时起病时WBC≤50×10^9^/L，或染色体数≥ 50并具有TEL-AML1融合基因；②无中枢神经系统白血病和睾丸白血病，无t（9；22）、t（4；11）或染色体数\<45，早期治疗反应良好、第19天幼稚细胞比例\<0.05；③诱导治疗第33天MRD\<0.01%。中危组：①T-ALL；②非低、高危B-ALL；③低危组诱导第35天MRD≥0.1%。高危组：必须满足以下条件之一：①Ph^+^/BCR-ABL融合基因阳性和治疗反应不良；②诱导缓解治疗失败；③3个月后MRD≥1%。

ALL-2009方案危险度分组标准：低危组：同ALL-2005低危组标准；中危组：将原2005方案中危组分为中危组-1和中危组-2。中危组-1：①非低危、中危组-2/高危B-ALL；②低危组早期治疗反应不良；③低危组诱导治疗第35天MRD≥0.01%；④低、中危组无任何可跟踪的MRD标志。中危组-2：①T-ALL；②中危组-1早期治疗反应不良；③低危组诱导治疗第35天MRD≥0.1%；④中危组-1诱导治疗第35天MRD≥0.01%；⑤年龄≤12个月的婴儿白血病；相当于将符合以上标准的ALL-2005中危组患者分离出来，作为中危组-2；余仍为中危组-1。高危组：分组同ALL-2005高危组。本组患儿无低危组。

4．化疗方案：ALL-2005化疗方案见文献[@b7]。ALL-2009方案与ALL-2005方案差异比较：①在诱导治疗期的第8\~29天泼尼松由原来的40 mg·m^−2^·d^−1^加量至45 mg·m^−2^·d^−1^。②ALL-2009方案中危组-1与ALL-2005方案中危组化疗标准相同，ALL-2009方案中危组-2化疗强度增强：在诱导治疗期柔红霉素从2次增加为3次，门冬酰胺酶给药次数从8次增加到10次；巩固和再诱导治疗CAT（环磷酰胺、阿糖胞苷、巯嘌呤）方案中第1、2天使用大剂量阿糖胞苷（2 g/m^2^）共4次；间期治疗和维持治疗加用了门冬酰胺酶10 000 U·m^−2^·周^−1^，两个循环共16次。③ALL-2009方案中Ph^+^/BCR-ABL融合基因阳性患者应用酪氨酸激酶抑制剂（TKI）。ALL-2005/2009高危组均有骨髓移植指征，有合适供者的患者，移植宜在完全缓解（CR）后3个月左右进行。

5．疗效评估：按照《血液病诊断及疗效标准》（第3版）[@b10]评估疗效。

6．随访：采用电话及查阅病例的方式进行随访，随访截止时间为2016年12月31日。无事件生存（EFS）期定义为自诊断之日起，至白血病复发、发生第二肿瘤、任何原因死亡日止，未缓解、治疗中放弃治疗亦为统计终点。总生存（OS）期定义为自诊断之日起至死亡或末次随访的时间。治疗结束后超过6个月未随访者定义为失访，按失访时实际时间计算EFS期。

7．统计学处理：通过SPSS19.0软件进行统计学分析。采用Kaplan-Meier方法评估患儿的EFS和OS，组间患儿EFS和OS的比较采用Log-rank检验，多因素分析采用Cox回归多因素分析模型。两组率的比较采用卡方检验。采用双侧检验，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．临床特征：共入组237例新发ALL患者。其中男150例（63.3%），女87例（36.7%）。中位年龄12.2（10.0\~16.7）岁，10\~13岁161例，14\~18岁76例。所有患者获免疫分型，B-ALL 188例（79.3%），T-ALL 49例（20.7%）。诊断时伴有中枢神经系统白血病13例，睾丸白血病1例。诊断时外周血中位WBC 10.3（0.7\~783.8）×10^9^/L；高白细胞血症（WBC≥50×10^9^/L）61例（25.7%）；223例患儿接受融合基因检查，其中BCR-ABL阳性22例，MLL-AF4阳性2例、PBX-E2A阳性10例、TEL-AML1阳性9例。有染色体资料共216例，获得分裂象157例，占72.7%，无分裂象59例，占27.3%。染色体正常93例（59.2%），高二倍体27例（17.2%），假二倍体25例（15.9%），低二倍体12例（7.6%）。接受ALL-2005方案治疗的患儿76例，接受ALL-2009方案治疗的患儿161例。ALL-2005方案中进入中危组53例（69.7%），进入高危组23例（30.3%）。ALL-2009方案中进入中危组-1 64例（39.8%），中危组-2 64例（39.8%）、高危组33例（20.5%）。ALL-2005方案和ALL-2009方案组患儿的临床特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。两组患儿在性别、年龄、免疫分型、初诊WBC、染色体数量方面差异均无统计学意义，但四种融合基因中BCR-ABL融合基因阳性在ALL-2005方案组中比例更高，TEL-AML1融合基因阳性在ALL-2009方案组中比例更高。

###### ALL-2005和ALL-2009方案组患儿临床特征比较\[例（%）\]

  特征             例数   ALL-2005方案组（76例）   ALL-2009方案组（161例）   *χ*^2^值   *P*值
  --------------- ------ ------------------------ ------------------------- ---------- -------
  年龄（岁）                                                                  0.035     0.851
   10～13          161          51（67.1）               110（68.3）                   
   14～18           76          25（32.9）               51（31.7）                    
  性别                                                                        0.101     0.751
   男              150          47（61.8）               103（64.0）                   
   女               87          29（38.2）               58（36.0）                    
  免疫分型                                                                    1.628     0.202
   B系             188          64（84.2）               124（77.0）                   
   T系              49          12（15.8）               37（23.0）                    
  初诊WBC                                                                     0.020     0.889
   ≥50×10^9^/L      61          20（26.3）               41（25.5）                    
   \<50×10^9^/L    176          56（73.7）               120（74.5）                   
  融合基因         223              64                       159              9.855     0.043
   BCR-ABL          22          10（15.6）                12（7.5）                    
   TEL-AML1         9             0（0）                  9（5.7）                     
   E2A-PBX1         10           5（7.8）                 5（3.1）                     
   MLL              2             0（0）                  2（1.3）                     
   以上阴性        180          49（76.6）               131（82.4）                   
  染色体           216              75                       141              4.170     0.244
   正常             93          25（33.3）               68（48.2）                    
   高二倍体         27           5（6.7）                22（15.6）                    
   假二倍体         25           7（9.3）                18（12.8）                    
   低二倍体         12           6（8.0）                 6（4.3）                     
   无分裂象         59          32（42.7）               27（19.1）                    

2．诱导治疗缓解率：总体患儿经诱导治疗后第35天224例获得CR，CR率为94.5%，9例未获缓解，4例在诱导治疗期罹患重症感染放弃治疗死亡。未获缓解患儿中，2例因未缓解死亡，3例诱导治疗3个疗程仍未缓解后放弃治疗，余4例诱导治疗第55天获得CR。未缓解者6例初诊时存在高白细胞血症，3例为BCR-ABL融合基因阳性，1例MLL-AF4阳性，2例合并脑膜白血病，1例合并睾丸白血病。ALL-2005和ALL-2009方案组的第35天诱导CR率分别为93.4%和95.0%，差异无统计学意义（*χ*^2^=0.258，*P*=0.611）。

3．长期疗效：本组生存者中位随访65（25\~130）个月，总体的5年EFS和OS率为（63.1±3.3）%和（68.4±3.2）%；7年EFS和OS率为（61.0±3.5）%和（67.6±3.3）%（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。ALL-2005方案组的5年EFS和OS率为（60.1±5.7）%和（63.9±5.6）%；7年EFS和OS率为（58.6±5.7）%和（62.4±5.6）%。ALL-2009方案组的5年EFS和OS率为（64.3±4.0）%和（70.8±3.9）%；7年EFS和OS率为（60.0±5.6）%和（70.9±3.9）%，两方案组EFS和OS率比较差异均无统计学意义（*χ*^2^=0.515、1.597，*P*=0.473、0.206）。单因素分析显示，免疫分型、初诊WBC、染色体数量异常对预后无明显影响，年龄、性别、危险度分组、BCR-ABL融合基因、诱导治疗疗效为影响预后的因素（[表2](#t02){ref-type="table"}）。将发病年龄、性别、危险度分组、诱导治疗疗效纳入Cox回归模型进行多因素分析，结果显示男性、危险度分组高危、诱导治疗未缓解与不良预后相关（*RR*值分别为1.790、2.727、2.719，*P*值分别为0.021、0.000、0.012）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。但在ALL-2005方案组中女性5年EFS率为（71.5±8.5）%，男性为（53.2±7.3）%，ALL-2009方案组中女性5年EFS率为（71.2±6.5）%，男性为（60.4±5.1）%，差异均无统计学意义（*χ*^2^=2.538、2.524，*P*=0.111、0.112）。ALL-2005方案组10例BCR-ABL融合基因阳性患儿仅1例存活，存活率为10.0%；而ALL-2009方案组中存活率为66.7%，5年EFS率为（58.3±17.0）%，与ALL-2005方案比较存活率明显提高（*P*=0.012）。总体BCR-ABL阳性患儿的5年EFS率为（36.4±11.3）%，BCR-ABL阴性患儿为（66.7±3.4）%（*χ*^2^=7.230，*P*=0.007）。治疗中因非治疗因素放弃治疗7例，若剔除放弃治疗病例，总体的5年EFS和OS率为（65.1±3.3）%和（70.2±3.2）%；7年EFS和OS率为（62.8±3.5）%和（70.2±3.2）%。

![237例10岁以上儿童和青少年急性淋巴细胞白血病患儿的无事件生存（EFS）和总生存（OS）曲线](cjh-39-09-717-g001){#figure1}

###### 10岁以上儿童及青少年急性淋巴细胞白血病的预后单因素和多因素分析

  因素             例数   单因素分析   多因素分析                                    
  --------------- ------ ------------ ------------ --------- ----------------------- -------
  年龄(岁)                                           0.029                           
   10～13          161     66.9±3.9     63.7±7.3                        1            
   14～18           76     55.2±5.9     55.2±5.9              1.333（0.837～2.122）   0.226
  性别                                               0.029                           
   男              150     58.1±4.2     54.5±4.7              1.790（1.092～2.935）   0.021
   女               87     71.8±5.0     71.8±5.0                        1            
  免疫分型                                           0.084                           
   B系             188     65.4±3.6     62.6±4.0                                     
   T系              49     54.5±7.2     54.5±7.2                                     
  初诊WBC                                            0.195                           
   ≥50×10^9^/L      61     57.3±6.5     62.1±4.1                                     
   \<50×10^9^/L    176     65.1±3.8     57.3±6.5                                     
  诱导治疗疗效                                      \<0.001                          
   未缓解           13    17.6±14.2    17.6±14.2              2.719（1.250～5.914）   0.012
   缓解            224     66.8±3.3     64.5±3.6                        1            
  危险度                                            \<0.001                          
   中危            181     72.5±3.5     69.7±3.9                        1            
   高危             56     31.6±6.6     31.6±6.6              2.727（1.658～4.484）   0.000
  融合基因         223                               0.049                           
   BCR-ABL          22    36.4±11.3    36.4±11.3                                     
   TEL-AML1         9     62.2±17.8    62.2±17.8                                     
   E2A-PBX1         10    70.0±14.5    70.0±14.5                                     
   MLL-AF4          2     50.0±35.4    50.0±35.4                                     
   以上阴性        180     66.1±3.5     63.6±3.8                                     
  染色体           216                               0.149                           
   正常             93     70.6±5.1     63.5±6.6                                     
   高二倍体         27     57.4±9.9     57.4±9.9                                     
   假二倍体         25    40.1±10.2    40.1±10.2                                     
   低二倍体         12    66.7±13.6    66.7±13.6                                     

注：^a^7年EFS率组间比较

ALL-2005方案中危组的5年EFS率为（73.6±6.1）%，ALL-2009方案中危组-1、中危组-2的5年EFS率分别为（76.7±5.5）%和（67.6±6.2）%，三组中危组之间的EFS率差异无统计学意义（*χ*^2^=0.894，*P*=0.640）。ALL-2009方案中危组的5年EFS率为（71.7±4.3）%，与ALL-2005方案中危组比较差异无统计学意义（*χ*^2^=0.064，*P*=0.801）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}），提示ALL-2009方案较ALL-2005方案并未显著提高中危组生存率。ALL-2005方案高危组和ALL-2009方案高危组的EFS率分别为（27.6±9.6）%和（33.9±9.3）%，差异无统计学意义（*χ*^2^=0.296，*P*=0.586）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。但ALL-2005、ALL-2009方案中危和高危组之间差异均有统计学意义（*χ*^2^=19.590，25.640，*P*值均\<0.001）。ALL-2005方案B系ALL和T系ALL的5年EFS率分别为（57.2±6.2）%和（75.0±12.5）%，两组差异无统计学意义（*χ*^2^=1.111，*P*=0.292）。ALL-2009方案B系和T系ALL的5年EFS率分别为（69.4±4.5）%和（47.4±8.4）%，B系ALL预后优于T系ALL（*χ*^2^=8.890，*P*=0.003）（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。ALL-2009方案较ALL-2005方案在B系ALL的治疗上有一定的优势（*χ*^2^=3.238，*P*=0.072）。

![10岁以上儿童及青少年急性淋巴细胞白血病（ALL）不同危险度患儿的生存率比较](cjh-39-09-717-g002){#figure2}

![急性淋巴细胞白血病（ALL）-2005和ALL-2009方案治疗B系和T系ALL患儿的生存率比较](cjh-39-09-717-g003){#figure3}

4．复发：共64例（28.6%）患儿复发，其中2例初次诱导治疗未缓解。单纯骨髓复发53例，骨髓和中枢神经系统复发2例，骨髓和睾丸复发1例，单纯中枢神经系统复发6例，单纯睾丸复发2例。ALL-2005方案和ALL-2009方案组5年累积复发率分别为（33.8±5.7）%和（32.6±4.1）%，差异无统计学意义（*χ*^2^=0.055，*P*=0.815）。缓解至复发的中位时间为14.5（3\~79）个月，治疗期间复发49例，12例在停药后5年内复发，3例在停药后5\~7年内复发。复发后放弃治疗死亡42例，22例接受再诱导治疗，其中11例接受移植。存活12例，存活率54.5%。两组在总复发率、髓外复发率、复发时间及复发患者预后上差异无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。髓外复发组和晚期复发组分别较骨髓复发组和早期复发组存活率更高（45.4%对13.2%，*P*=0.025；46.2%对11.8%，*P*=0.011）。

###### 两组患者复发情况分析

  因素               ALL-2005（71例）   ALL-2009（153例）   *χ*^2^值   *P*值
  ----------------- ------------------ ------------------- ---------- -------
  复发类型                                                   0.297     0.586
   单纯骨髓复发             19                 34            0.553     0.457
   髓外复发                 3                   8                     
  复发时间                                                   0.121     0.728
   \<36个月                 17                 34                     
   \>36个月                 5                   8                     
  转归                                                       0.575     0.448
   存活                     3                   9                     
   死亡（含放弃）           19                 33                     

ALL-2005方案组共4例行异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）。1例因BCR-ABL融合基因阳性接受allo-HSCT，移植后6个月骨髓复发死亡；2例分别于缓解后48、76个月出现骨髓复发，进行allo- HSCT后获持续缓解，至今无病生存。另有1例因MRD持续未转阴行allo-HSCT，生存至今。ALL-2009方案组中10例患儿接受allo-HSCT。其中1例因BCR-ABL融合基因阳性接受allo-HSCT，移植后3个月因感染死亡；2例分别于缓解后7、8个月出现骨髓复发，进行allo-HSCT后2\~3个月因感染或GVHD死亡；2例移植后1、2个月复发者放弃治疗。5例复发后行骨髓移植，至今无病生存。

5．死亡：ALL-2005方案组共死亡28例（36.8%），因感染死亡4例（5.3%），因复发死亡20例，未缓解后死亡1例，治疗过程中因个人原因放弃治疗3例。ALL-2009方案共死亡42例（29.8%），因感染死亡5例（3.1%），因复发死亡32例，未缓解死亡1例，治疗过程中因个人原因放弃治疗4例。ALL-2009方案组的死亡率较ALL-2005方案组下降，但差异无统计学意义（*χ*^2^=2.869，*P*=0.090）。

讨论 {#s3}
====

儿童ALL远期复发并不少见，我国大部分临床报道随访期较短，中位随访期常不足3年，远期实际预后差于预估报告，随着时间延长EFS、OS率常有明显下降，因此本研究着重探讨了ALL患儿的远期预后。大年龄儿童和青少年ALL较低龄儿童ALL显示出不同的生物学特征，决定了其疗效要差于低龄儿童。其预后良好的细胞遗传学标志如染色体超二倍体、TEL-AML1融合基因阳性等占比显著下降，而BCR-ABL或Ph阳性等不良预后因素发生率却逐渐升高。本组TEL-AML1融合基因阳性患者占4.0%，BCR-ABL阳性患者占9.9%，与文献报道相仿[@b11]。本组伴ALL常见的融合基因的患者中，BCR-ABL或Ph阳性患者生存率最低，仅36%，MLL-AF4次之；伴E2A-PBX1融合基因者最优，为70%，伴TEL-AML1融合基因者与总体持平。BCR-ABL或Ph阳性患者无论在ALL-2005方案或ALL-2009方案中，均EFS率较低，为影响预后的因素之一。ALL-2009方案对于BCR-ABL或Ph阳性的患者更多地应用TKI，使得该类型患者的预后较ALL-2005方案组大大提高，12例中1例复发，8例长期生存；ALL-2005方案组10例患者中仅1例无病生存，4例复发，包括1例行移植后复发，余均未缓解或因感染放弃治疗死亡。由于经济和供者限制，该类患儿并未能全部行移植，但联合应用TKI后仍能获得较高的生存率，TKI如伊马替尼能明显改善伴该融合基因患儿的预后[@b12]--[@b14]。

随着年龄的增长，ALL在生物学特性上亦有变化，大部分文献提示，青少年较大年龄儿童的生存率低[@b4]。本组10\~13岁和14\~18岁患者的5年EFS率分别为66.9%和55.2%，在单因素分析中年龄大为预后危险因素，但在多因素分析中并不是预后的高危因素，提示随着危险度分层治疗的发展，治疗更加精准，年龄作为预后的独立危险因素在逐渐弱化。总体上本组女性预后优于男性，在ALL-2005方案和2009方案中女性在EFS上均优于男性，但差异无统计学意义。ALL-2005方案中T系ALL 5年EFS率高于B系ALL，但差异无统计学意义。ALL-2009方案中B系和T系ALL的5年EFS率分别为69.4%和47.4%，差异有统计学意义。总体来讲，T系ALL的疗效劣于B系ALL。

本组的诱导治疗CR率为94.5%，与国外文献报道相仿[@b15]。本组10\~18岁ALL患者的5年EFS和OS率分别为63.1%和68.4%，与国内报道相仿[@b16]。发达国家报道同期该年龄组ALL患儿的5年EFS率为72%\~88%，在小样本个体化治疗中可达90%[@b17]--[@b18]，国内水平与发达国家的水平存在一定差距。除经济原因外，复发后放弃治疗亦是发展中国家影响OS的因素之一。ALL-2009方案组在EFS和OS上较2005方案均有轻度提升，5年EFS和OS率达64.3%和70.8%。危险度仍是影响预后的关键因素之一，ALL-2005方案和2009方案中，高危组均显示较低的OS率（27.6%和33.9%）。Ahlke等[@b19]研究显示累计使用门冬酰胺酶26周以上者较不足26周者OS率提高近20%，并且门冬酰胺酶用量的增加可能减少髓外白血病复发。但本研究中ALL-2009方案组出现8例髓外复发，不低于ALL-2005方案，本组大年龄儿童和青少年ALL患者并未体现该优势。

ALL-2009方案中将T-ALL、中危组早期治疗反应不良、诱导治疗第35天MRD≥0.01%这一部分患儿从ALL-2005方案的中危组分离出来，作为ALL-2009的中危组-2，加强了这部分患儿的化疗强度，但未显著提升中危组的预后。ALL-2009方案中BCR-ABL阳性患者应用TKI长期生存率显著提升，对于这部分患者具有关键意义。ALL-2009方案OS率和EFS率较ALL-2005方案略有提高，虽未明显降低复发率，但总体病死率一定程度上降低，特别是没有增加重症感染引发的死亡。诱导治疗未缓解患者，远期预后非常差，早期识别这部分患者，能够进一步提高大年龄儿童和青少年ALL的预后。
